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Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs. eine
ein soiches Protein kodierende DNA und ein Verfahren zur Herstellung eines
solchen Proteins. Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und des

Proteins sowie gegen das Protein gerichtete Antikdrper.

Der wnt-Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der Zellprolifera-
tion und -Differenzierung wahrend der Embryonal-Entwickiung von Drosophila,
Xenopus laevis und der Maus. Der wnt-Signalweg umfaBt die K>ombination von
sekretorischen Glykoproteinen, die durch wnt-Gene, z.B. Xwnt-8, kodiert sind,
und wnt-Rezeptoren, an die die Glykoproteine binden. Ferner ist der wnt-Signal-
weg beim Menschen kausal im Colon- und Mammakarzinom sdwie dem Meia-
nom implizi'ert (vgl. Peifer, M., Science 275, (1997}, 1752-1753). Inhibitoren
des wnt-Signalwegs kénnten daher eine Mdglichkeit darstellen, therapeutisch bei

Tumorerkrankungen eingreifen zu kénnen.

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu-

stellen, mit dem der wnt-Signalweg inhibiert werden kann.

ErfindungsgemaR wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspriichen

erreicht.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Inhibitor-Protein des wnt-
Signalwegs, wobei das Protein zumindest eine der in Fig. 1 angegebenen Amino-

sidure-Konsensus-Sequenzen | und {l umfafdt.

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis des Anmelders, dal in
Tieren, besonders Siugetieren, ganz besonders dem Menschen, ein Protein
existiert, das den wnt-Signalweg inhibiert. Der Anmeider hat gefunden, daB die

1
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Expression des wnt-Gens, Xwnt-8, in Xenopus lasvis zur Ausbildung von Siame-
sischen Zwillingen fihrt. Diese MiRbildung wird verhindert, wenn gleichzeitig das
varstehende Protein exprimiert wird. Dieses Protein ist ein sekretorisches Pratein
van etwa 40 kD. Es weist zumindest eine der in Fig. 1 angegebenen Cystein-
reichen Aminosdure-Konsensus-Sequenzen | und It auf. Varianten des Proteins
sind in Form ihrer DNAs in Fig. 2 angegeben. Desweiteren hat der Anmelder

erkannt, dal Varianten des Proteins in unterschiedlichen Geweben exprimiert

werden (vgl. Tabelle 1 und Fig. 3).

In der vorliegenden Erfindung wird vorstehendes Protein mit “wnt-inhibitor"

{(wnt-l) bezeichnet.

In bevorzugter Austihrungsform weist (wnt-) die in Fig. 1 angegebenen Amino-

sdure-Konsenus-Sequenzen | und Il auf.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine fir (wnt-1) kodieren-
de Nukleinsdure. Diese kann eine RNA oder eine DNA sein. Letztere kann z.8.
eine genomische DNA oder eine cDNA sein. Bevorzugt ist eine DNA, die foigen-

des umfafit:

(a)  die DNA von Fig. 2 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare

unterschiedliche DNA,
(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende ONA, oder

{c) eine mit der DNA von (a) oder (b) Uber den degenerierten genetischen

Code verwandte DNA.

Der Ausdruck "hybridisierende DNA" weist auf eine DNA hin, die unter iblichen
Bedingungen, insbesondere bei 20°C unter dem Schmelzpunkt der DNA, mit
einer DNA von (a) hybridisiert. ‘
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Die DNA von Fig. 2 umfalt sieben DNAs, die aus Xenopus laevis, Maus
Mensch oder Huhn stammen und fiir (wnt-l) kodieren. Sechs dieser DNAs

wurden bei der DSMZ (Deutsche Sammiung von Mikroorganismen und Zeil-
kulturen) am 19. Sept. 1997 wie folgt hinterlegt:

Fig. 2.1 (DNA aus Mensch) als phdkk-3 unter DSM 11762
Fig. 2.2 . (DNA aus Huhn) tragt die Bezeichnung pcdkk-3
Fig. 2.3 (DNA aus Maus) als pmdkk-2 unter DSM 11759
Fig. 2.4 (DNA aus Mensch) als phdkk-2 unter DSM 11761
Fig. 2.5 (DNA aus Maus) als pmdkk-1 unter DMS 11758
Fig. 2.6 ' (DNA aus Mensch) als phdkk-1 unter DSM 11760

Fig. 2.7 {DNA aus Xenopus laevis) als pRNdkk-1 unter DSM 11757

Nachstehend wird eine erfindungsgemae DNA in Form einer cDNA beschri-eben.

Diese steht beispielhaft fir jede unter die vorliegende Erfindung fallende DNA.

Zur Herstellung einer erfindungsgemaRen cDNA ist es glinstig, von einer Xeno-
pus laevis-cDNA-Bibliothek auszugehen (vgl. Glinka, A. et al., Mechanisms
Deveiope. 60, (1996), 221:231). Von den einzelnen cDNA-Klonen werden
mittels RNA-Polymerase en;sprechende mRNAs synthetisiert. Diese werden
zusammen mit MRNA von wnt-Genen, z.B. Xwnt-8, in Xenopus laevis mikroinji-
ziert. Es wird auf die Ausbildung von Siamesischen Zwillingen bei Xenopus
laevis gescreent. Diese werden erhalten, wenn die mRNA des wnt-Gens alleine
oder zusammen mit solcher Xenopus laevis mRNA mikroinjiziert wird, die nicht
far (wnt-l) kodiert. Das Nicht-Auftreten von Siamesischen Zwillingen wird somit
als Nachweis flir das Vorliegen einer mMRNA gewertet, die fur (wnt-l} kodiert.

Solch eine mRNA 4Bt unmittelbar die entsprechende cODNA erkennen.

Eine erfindunggemdRe cONA kann in einerﬁ Vektor bzw. Expressionsvektor
vorliegen. Beispiele solcﬁer sind dem Fachmann bekannt. Im f’alle eines Ex-
pressionsvektors fur E. coli sind dies 2.8. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T,
pET3b und pQE-8. Fir die Expression in Hefe sind z.B. pY 100 und Ycpad .zu
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nennen, wihrend fur die Expression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEFBOS
cDOM8 und pCEV4, anzugeben sind. Fur die Expression in Insektenzeilen eignet

sich besonders der Baculovirus-Expressionsvektor PAcSGHIisNT-A.

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, um eine, erfindungsgemaRe, in einem
Expressionsvektor voriiegende cDNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen
umfassen die E.coli-Stamme HB101, DH1, x1776, JM101, JM 109, BL21 und
SG 13009, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen
L. 373, FM3A, CHO, COS, Vero und HelLa sowie die Insektenzellen sf9.

Der Fachmann weil, in weicher Weise eine erfindungsgemiale cONA in einen
Ekpressionsvektor inseriert werden muB. lhm ist auch bekannt, daR diese cDNA
in Verbindung mit einer fir ein anderes Protein bzw. Peptid-kodierenden DNA
inseriert werden kann, so daRl die -erﬁndungsgeméﬁe cDNA in Form eines Fu-

sionsproteins exprimiert werden kann.

Des weiteren kennt der Fachmann Bedingungen, transformierte bzw. trans-
fizierte Zellen zu kultivieren. Auch sind ihm Verfahren bekannt, das durch die
erfindungsgemdBe cONA exprimierte Protein zu isolieren und zu reinigen. Ein
saolches Protein, das auch ein Fusionsprotein sein kann, ist somit ebenfalls

Gegenstand der vorliegenden Erfindung.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein gegen ein vorstehen-
des Protein bzw. Fusionsprotein gerichteter Antikdrper. Ein solcher Antikarper
kann durch dbliche Verfahren hergesteiit werden. Er kann polyklonal bzw.
monoklonal sein. Zu seiner Herstellung ist es glnstig, Tiere, insbesondere
Kaninchen oder Hihner fiir einen polykionaien und Mause fir einen monokiona-
len Antikdrper, mit einem vorstehenden (Fusions)protein oder Fragmenten davon
zu immunisieren. Weitere "Booster™ der Tiere konnen mit dem gleichen (Fu-
siohs)protéin oder Fragmenten davon erfolgen. Der polykionale Antikérper kann
dann aus dem Serum bzw. Eigelb der Tiere aerhalten werden. Fir den monoklo-

nalen Antikérper werden Miizzellen der Tiere mit Myelomzellen fusioniert.
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Die vorliegende Erfindung erméglicht es, den wnt-Signalweg besser zu unter-
suchen und zu verstehen. Mit einem erfindungsgemanen Antikdrper kann (wnt-i)
in Organismen nachgewiesen werden. Ferner kann mit einem erfindungsgema-
Ben (wnt-l) ein gegen dieses Protein gerichteter Autoantikérper nachgewiesen
werden. Beide Nachwaise kénnen durch (dbliche Verfahren, insbesondere sinen
Western Blot, einen ELISA, eine Immunprazipitation oder durch Immunfiuo-
reszenz, erfolgen. Desweiteren kann mit einer erfindungsgemaRen Nukleinsiure,
insbesondere einer DNA und hiervon abgeleiteten Primern, die Expression des fir
{wnt-l) kodierenden Gens nachgewiesen werden. Dieser Nachweis kann in

Ublicher Weise, insbesondere in einem Southern Blot, erfolgen.

Somit kénnen mit der vorliegenden Erfindung auch Prozesse besser untersucht,
d.h. diagnostiziert, und verstanden werden, die mit dem wnt-Signalweg zusam-
menhdngen. Dies sind z'.B. Zellproliferation und -Differenzierung sowie Erkran-
kungen verschiedenster Art. Beispiele von letzteren sind Erkrankungen des
Auges und der Knochen sovx;ie Tumorerkrankungen, insbesondere Colon- und

Mammakarzinom sowie Melanom.

Desweiteren eignet sich die vorliegende Erfindung, MaBnahmen fur und gegen
das Vorliegen von (wnt-l} in Organismen zu ergreifen. Mit einem erfindungs-
gemaBen Antikérper kann (wnt-l) in Organismen inhibiert werden. Andererseits
kann mit einem erfindungsgemaBen (wnt-1}, insbesondere nach Kopplung an ein
vom Kdrper nicht als fremd angesehenes Protein, z.B. Transferrin oder BSA, die
Menge von (wnt-i) in Organismen erhéht werden. Entsprechendes kann auch mit
einer erfindungsgemaBen Nukleinsiure, insbesondere einer DNA, erreicht wer-
den, die unter die Kontrolle eines in bestimmten Geweben induzierbaren Promo-
tors gestellt wird und nach ihrer Expression zur Bereitstellung von (wnt-1} in’
diesen Geweben fuhrt. Daruberhinaus kann eine erfindungsgemaBe Nuklein-
sdure, insbesondere eine DNA, auch zur Inhibierung von (wnt-l) genutzt werden.
Hierzu wird die Nukleinsidure, 2.B. als Basis fur die Erstellung von Anti-Sinn-
Oligonukleotiden zur Expressions-Inhibierung des fir (wnt-1) kodierenden Gens

verwendet.
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Somit steilt die vorliegende Erfindung auch die Méglichkeit bersit, in den wnt-
Signalweg aktivierend bzw. inhibierend einzugreifen. Erstes kénnte 2.8 durch
Verabreichungeines erfindungsgemaien Antikdrpers gegen {wnt-1) erfoigen. Fur
letzteres bietet sich an, erfindungsgemafies (wnt-1) zu verabreichen. Die Aktivie-
rung des wnt-Signalwegs kénnte sinnvoll sein, wenn daran gedacht wird,
Organismen fir Organspende zu zilchten. Die Inhibierung des wnt-Signalwegs
bietet sich allerdings an, um therapeutisch bei Erkrankungen von Knochen und
des Auges sowie bei Tumorerkrankungen, insbesondere Colon- und Mammakar-

zinomen sowie Melanom, eingreifen zu kénnen.

Insbesondere zeichnet sich die vorliegende Erfindung dadurch aus, daB sie
gewebespezifisch eingesetzt werden kann. Dies gilt sowoh! fir Diagnose als
auch fir Therapie. Beispielsweise eignet sich eine erfindungsgemifie DNA, DKK-
1, ein entsprechendes Protein bzw. ein Antikérper davon besonders fiir Gewsbe,
wie Gehirn, Herz, GefaBe, Knochen, Knorpel, Bindegewebe und Auge. Ferner
eignet sich eine erfindungsgemiBe DNA, DKK-2, ein entsprechendes Protein
bzw. ein Antikdrper davon besonders fir Gewebe, wie Gehirn, Herz, GefiRe,
Khochen, Bindegewebe, Nieren, Hoden, Milz, Ovarien, Muskel, Uterus, Knorpel,
Auge und Brustdriise. Desweiteren eignet sich eine erfindungsgemae DNA,
DKK-3, ein entsprechendes Protein bzw. ein Antikdrper davon, besonders fir
Gewebe, wie Gehirn, Herz, GefiBe, Knochen, Knorpel, Auge, Bindegewebe,

‘Lunge, Ovarien, Muskel und Brustdrise.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen:

Fig. 1 zeigt die Aminosaure-Konsensus-Sequenzen | und Il eines erfin-
dungsgemaRen (wnt-1). Die Angabe "-" bedeutet eine Aminosaure,

wobei die Zahl der Aminosduren variabel ist, wenn sie einen Stern

aufweisen,

Fig. 2 . zeigt die Basensequenz von sieben (wnt-l} kodierenden DNAs mit

Angabe der Basen, die zu den Aminosédre-Konsensus-Sequenzen
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von {wnt-l) beitragen.

Fig. 3 zeigt die Expression von drei (wnt-l} kodierenden DNAs, DKK-1,
DKK-2 und DKK-3, in Geweben.

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele erlautert.

Beispiel 1: Herstellung und Reinigung eines erfindungsgemaRen (wnt-)

Zur Her.stellung eines erfindungsgemafen (wtn-l) wurde die DNA von Fig. 2.6,
phdkk-1 mit Bam HI-Linkern versehen, anschlieRend mit Bam HI| gespaiten und

in den mit Bam H| gespaltenen Expressionsvektors pQE-8 (Qiagen) inseriert. Es
wurde das Expressionsplasmid pQ/wnt-l erhalten. Ein solches kodiert fir ein
Fusionsprotein aus 6 Histidin-Resten (N-Terminuspartner) und einem erfindungs-
gemalen (wnt-1) (C-Terminuspartner). pQ/wnt-l wurde zur Transformation von
E.coli SG 13009(vgl. Gottesman, S. et al., J. Bacteriol. 148, (1981), 265-273)
verwendet. Die Bakterien wurden in einem LB-Medium mit 100ug/ml Ampicillin
und 25ug/ml Kanamycin kultiviert und 4 h mit 60u4M Isopropyi:-8-D-Thiogaiacto-
pyranosid (IPTG) induziert. Durch Zugabe von 6 M Guanidinhydrochlorid wurde
eine Lyse.der'Bakterien erreicht, anschlieBend wurde mit dem Lysat eine Chro-
matographie (Ni-NTA-Resin) in Gegenwart von 8 M Harnstoff entsprechend der '
Angaben des Herstellers (Diagen) des Chromatbgraphie-Materials durchgeflnhrt.
Das gebundene Fusionsprotein wurde in einem Puffer mit pH 3,5 eluiert. Nach
seiner Neutralisierung wurde das Fusionsprotein einer 18 % SDS-PblyacryIamid~
Gelelektrophorese unterworfen und mit Coomassie-Blau angefarbt (vgl. Thomas,
J.0. und Kornberg, R...D., J.Mol.Biol. 149 (1975), 709-733).

Es zeigte sich, daB ein erfindungsgemaRes (Fusions)protein in hochreiner Form

hergestelit werden kann.

Beispiel 2: Herstellung und Nachweis eines erfindungsgeméBen Antikérpers
Ein erfindungsgemaRes Fusionsprotein von Beispiel 1 wurde einer 18 % SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterzogen. Nach Anférbung des Gels mit 4 M
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Natriumacetat wurde eine ca. 40 kD Bande aus dem Ge! herausgeschnitten und
in Phosphat gepufferter Kochsalzigsung inkubiert. Gel-Sticke wurden sedimen-
tiert, bevor die Proteinkonzentration des Uberstandes durch eine SDS-Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese, der eine Coomassie-Blau-Farbung folgte, bestimmt

wurde. Mit dem Gel-gereinigten Fusionsprotein wurden Tiere wie folgt immuni-

siert:

Immunisierungsprotokoll fir polyklonale Antikérper im Kaninchen

Pro Immunisierung wurden 35ug Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,7 ml PBS
und 0,7 mi komplettem bzw. inkomplettem Freund’s Adjuvans singesetzt.
Tag O: 1. Immunisierung (komplettes Freund’s Adjuvans)

Tag 14: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund’s Adjuvans; icFA)

Tag 28: 3. Immunisierung (icFA)

Tag 56: 4. Immunisierung (icFA)

Tag '80: Ausbluten

Das Serum des Kaninchens wurde im Immunoblot getestet. Hierzu wurde ein
erfindungsgeméfRes Fusionsprotein von Beispiel 1 einer SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese unterzogen und auf ein Nitrocellulosefiiter. ibertragen (vgl.
Khyse-Andersen, J., J. Biochem. Biophys. Meth. 10, (1984), 203-209). Die
Western Blot-Analyse wurde wie in Bock, C.-T. et al., Virus Genes 8, (1994),
215-229, beschrieben, durchgefihrt. Hierzu wurde das Nitrocellﬁlosefilter eine
Stunde bei 37°C mit einem ersten Antikdrper inkubiert. Dieser Antikérper war
das Serum des Kaninchens (1:10000 in PBS). Nach mehreren Waschschritten
mit PBS wurde das Nitrocellulosefilter mit einem zweiten Antikérper inkubiert.
Dieser Antikdrper war ein mit alkalischer Phosphatase gekoppaelter monoklonaler
Ziege Anti-Kaninchen-IgG-Antikdrper (Dianova) (1:5000) in PBS. Nach 30-
mindtiger Inkubation bei 37°C folgten mehrere Waschschritte mit PBS und
anschlie@end die alkalische Phosphatase-Nachweisreaktion mit Entwicklerldsung
(36uM 5’ Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat, 400uM Nitroblau-tetrazolium,
100mM Tris-HCI, pH 9.5, 100 mM NaC!, 5 mM MgCl,) bei Raumtemperatur, bis

Banden sichtbar waren.
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Es zeigte sich, daR erfindungsgemaRe, polyklonale Antikérper hergestellt werden
konnen.

Immunisierungsprotokoll fiir polyklonale Antikérper im Huhn
Pro immunisierung wurden 40ug Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,8 m! PBS

und 0,8 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingssetzt.

Tag O. 1. Immunisierung (kompiettes Freund’'s Adjuvans)
Tag 28: 2. Immunisierung {inkomplettes Freund'’s Adjuvans; icFA)
Tag 50: 3. Immunisierung (icFA)

Aus Eigelb wurden Antikérper extrahiert und im Western Blot getestét. Es

wurden erfindungsgemage, polyklonale Antikérper nachgewiesen.

Immunisierungsprotokoll fiir monokionale Antikorper der Maus
Pro immunisierung wurden 12ug Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,25 ml PBS
und 0,25 mi komplettem bzw. inkomplettem Freund’s Adjuvans eingesetzt; bei

der 4. Immunisierung war das Fusionsprotein in 0,5 ml (ohne Adjuvans) gelést.

. Tag O. 1. Immunisierung (komplettes Freund’s Adjuvans)

Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund’'s Adjuvans; icFA)

Tag 56: 3. lfnmunisierung (icFA)

" Tag 84: 4. Immunisierung (PBS)

Tag 87: Fusion

Uberstande von Hybridomen wurden im Western Blot getestet. Erfindungs-

gemiBe, monokionale Antikérper wurden nachgewiesen.
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Patentanspriiche

Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs, wobei das Protein zumindest eine
der in Fig. 1 angegebenen Aminosiure-Konsensus-Sequenzen | ung |

umfafdt.

Protein nach Anspruch 1, wobei das Protein die Aminosaure-Konsensus-

Sequenzen | und H umfaldt,
DNA, kodierend fir das Protein nach Anspruch 1 oder 2.

DNA nach Anspruch 3, wobei die DNA umfaBt:
(a) die DNA von Fig. 2 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Ba-
' senpaare unterschiedliche DNA,
(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA oder
{c) eine mit der DNA von (a) oder (b) Gber den degenerierten geneti-
schen Code verwandte DNA.

Expressionsplasmid, umfassend die DNA nach Anspruch 3 oder 4

Transformante, enthaitend das Expressionsplasmid nach Anspruch 5.

Verfahren zur Herstellung des Proteins nach Anspruch 1 oder 2, umfas-
send die Kuitivierung der Transformante nach Anspruch 6 unter geeigne-

ten Bedingungen.
Antikérper, gerichtet gegen das Protein nach Anspruch 1 oder 2.

Verwendung des Proteins nach Anspruéh 1 oder 2 als Reagens zur Dia-

gnose und/oder Therapie.



WO 99/22000 PCT/DE98/03155

- 13 -

10. Verwendung der DNA nach Anspruch 3 oder 4 als Reagens zur Diagnose
und/oder Therapie.
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SEQUENZPROTOKOLL
1) ALLSEMEINZ ANGAREN:

2! ANMELDER:

tA' NAME: Deutsches Xrebsforschungszen:zrum
(B) STRASSE: Im Neuenheimer Feld 280
'C: ORT: Heidelberg
{2 LAND: Deutschlansz
{FY PCSTLZITZAHL: 62120
(i.: BEZZICTHNUNG DER ZRFINTUNG: Irhiritorgro:zasin des

wnt-3ignalwegs

12l ANZAHL DER SEQUENZEN: 7

COMPUTER-LESBARE FASSUNS:

(A; DATENTRAGER: Flcppy disk
(B. CCMPUTER: IBM 2I compatible
iC) 3ETRIEBSSYSTEM: =C-DOS/MS-DOS
(Dr SOFTWARE: PatertIn Release H1.C, Version #1.30(ZPAj
tv! DATEN DER VORANMELDUNG:
ANMZLDENUMMER: DE 15747416.7
(2) ANGABEN 27 S2Q ID NO: 1:
{i} SEQUZNZKENNZEICHEN:
{A] LANGE: 1297 Basenpaare
{8) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelistrang *
(Ci *TOPOLOGIE: linear
(ii} ART DES MOLEKULS: Genom-DNA
HYPCTHETISCH: NEIN
(isi ANTISENSE: NEIN
(xi. SEQUEZNZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1l:
SACAGTISGA GTTGGCGCTG CAGCATCAAA GGGACTTATC TTGGAGGACT TGTGAATTCT Exd
CATZCTICCA TT3ITGGTTAC TGAGTCTSGT TGGACAGASG AATGGGCAGC AACATGTTCC 12¢
CGSTSSSTCT TATTGTCTTT TGGGGTTTTA TCTTGGATGG GGCATTTGGC TTTGTCATGA 18¢
TSACCAACTS CAACTCCATC AAGAATSTSC CSGCGGCACC AGCAGGTCAG CCTATTGGCT 260
ACTACZTTGT GAGCGTCAGT CCGCACTCSS TATATGATAT TGCCAACAAG TACCAACCTC jec
TSGATSICTA C:::fTCTAC AGTTGCASSS AAGATGATGA TTGTSCTCTTT GATGAATTCT 36¢
STCACASTTS CASAAACGSC AACTCTCTSG TTTGTTTGGC ATGCCGGAAA CGCAGAAAGC 32¢
STTGCTTGAS GGACGCCATG TGCTGCATAG SCAACTACTG TAGCARCSGA ATTTGTSTCC 48°¢
STGTGZAGCA AZATCAAGAG CGCTTICAAC ACCASGGATA CCTGGAAGAA ACCATTITSC 547
AAAACTAT TAATSCTGAT CATGCAACAA TGGATACTCA TTCTAAATTA ACCACGTCCC 63C

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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CATITGGAAT SCAGCCCTTT AAAGGCCGTG ATGGTGATGT TTSCCTCCGA TCAACTGACT 550
STITSTCASS TCTATGCTGT GCCCOSTCATT TCTGGTCAAA GATCTICAAG ICG3TCITTG 722
ATIAAGSTCA AGTSTGCACT AAGCACAGGA GGAAAGGCTC TCACGGGCTA SAGATTTTCC 756
AGCSTTETIA TTGTGGTGCC GGACTCTCGT SCCGGTTACA GAAAGSAGAA TTTACAACTG 312
TICTTAAAAC ATCGAGACTT CACACTTGCC AAAGACACTA AGCGAGGTZT ACAGAGCCTS £
AAGGACTTTC TCTAAATTAA GCTAATTAAG ACTTTGGTAC CTGCATSTTA TTTTCTCAGT 347
TTACATSAAG TGCTCTGSTC TTCCCTGAAC CCGGAAGCTG CGCAACTTST TTCTT™TTTTT 1022
SAGSAACTTT CTAATTAATG CTAATTACAG TAAATTACTG TGTTGTAAAT ACTACGCHAS 1027
SAGAZCTGTA AAAACTGTAA ATACCCGTST ATAGAAAGTG TACATGATZT TCTCTATTST 11432
PACCTSICAS CTTSTACATT CCSACGCSST TTTCCCTTTT TATATATATE TATATATAAA 1207
TATATATTAT ATTATGTAGA GTTTACCTCT AGTATGTCTG TATTTTTAAT TSAAATAAAR 1233
TATTTCTAAA CTTAAAAACA AARAAAAARAA AAAAAAA 1227
{21 ANGA3EIN ZU SEQ ID NO: 2: .
‘i: SZQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 881 Basenraare
{3) ART: Nucleocid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
{iz: ART CES MOLEKULS: Genom-DN2
Lll! EYPOTHETISCE: NEIN
iv. ANTISENSE: NEIN
{x.. SETQUINZBESCHREIBUNG: SEQ ID NC: 2:
TGCAGGSTATS AACAAGGACT GGGTTIGGTG GTAGTGAGAA GGGTAAAAGT CTGGGGCAGE (3
ZCOTACCCTTE CAGCAGTGAT AAGGAATGTG AAGTTGGAAG ATACTGCCAC AGTCCCCACS L2¢
AAGGTTCATS AGSITGCATG CTSTGTAGGA GGAAMAAGAA ACGATGSTAC AGAGATGGGA 8¢
TSTGTTGICC TGSTACCCGC TGTAATAATG GAATCTGCTAT CCCAGTTACT SAGAGCATCT 240
TCATCCCACA TATCICAGCT CTGGATGGTA CTCGSCATAG ACGATIGTAAT TATGSTCACT 30¢
ATTCTAACTA TGACTTGGGA TGGCAGAATC TAGGAAGGCC ACATTCIAAG ATGCTITCATA 3635
TAAAAGGACA TGAAGGAGAC CCATGCCTAC GSTCATCAGA CTGCATTGAT SGCTTTTSTT 427
STGCTCGCCA CTTCTGGACC ARAATCTGCA AACCAGTGCET CCATCASSGS GAAGTCTGTA 48C
CCAAACAACG CAAGAAGGGT TCGCACGGSC TSSAGATTTT CCAGAGSTGT GALA\:IUCAA. 543
AGGGLCTGTT TTSCAAAGTG TGGAAAGATG TCACCTACTC TTCZAAAGTT AGACTC 60C
TATGCCAGAA GATCTGATAA ACACTGGAAG AGTCATCACT AGTAGACTGT GAATTTIGTGT [ X1

ERSATZBLAIT (ﬂE&ELié)
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TTTAGAGGTG

ERSATZBLATT (REGEL 26)

3
ATTTAATGCA TTATGGCATG ATGGAAACCT GGATTGGAAT GCSGAAGAAT GAGGSATSTS 929
STAAGAATST GGAGCAGAAG AGGGCAGGAC TGAATCAAGT AGAGTCSACA ACAASCAAAG 780
TACTACCAGT GCTTTCSTTA TGTGCCTCAT CTATGTAAAT AATGTACACA TTTGTGAAAA 84c
TSCTATTATT AAAAGAAAGC ACACCATGGA AATTACAAAA A 38
{2) ANGA3EN ZU SEQ ID NO: 3:
SEQUENZKENNZZICHEN:
(A) LANGZ: 1225 Basenpaare
(6} ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(i:. ART DZS MOLEXULS: Genom-DNA
(i1l: HYPOTHETISCH: NEIN
{iv., ANTISENSZ: NEIN
(xi; SEZQUENZBESCHREIBUNG: SEC ID NO: 3:
GACCCACGTG TCTSTGCCTS TTTGCGTCCT TTGGAGATGA TGGTTGT3TG TGCACCGGCA 8¢
GCTGTCCGST TCTTSGCCST GTTTACAATG ATGGCTCTCT GTAGCCTTTC TITGCTAGGA 29
GCZAGTITCA CCTTGAACTC AGTTCTCATC AATTTCAACG TGATCAAGAA CTTGCCCCCA 1as
CCGCTGSITG GTGITGGGGSE GCAGCCGGSET .TCTGCTGTCA GTISTGGISCC GGGAGTTCTC 243
TATGAGGGCG GGAACAAGTA CCAGACTCTT GACAACTACC AGCCTCTACCT TTGCGCTTGAA 32¢C
CGATGAGGAGT GCGECTCTGA TGAGTACTGT TCCAGCC:CA GCCGLGTEGC AGCCGSCSTC Is5
GGAGGTSTAC AGATCTGTLIT GGCTTGCCGA AAGCGCAGGA AGCGITGCAT CGACGCACGST L3
ATGTGCTGTC CCSGGAACTA CTGTAAAAAT GGAATATGCA CCTTICTGA TTACAGCCAT 32
TTTCCTCGAG GGGAAATTGA GGAAA r<= ATTGAAAACC TTGSTAATGA CCTACAACGCC 342
GCIGCGGGGG ATISATATIC CAGAAGAACT ACACTGACTT CAAAAATATA TTACACCAAA 50
GGACAAGAAG GCTTIGTCTG CCTCCGATCA TCAGACTGTCG TCGTAGSSCT STGTTGTGTA S2C
AGACACTTICT TSCAAGAT TTGTAAACCT GTCCTTAAAG AAGGTCAGST STGCACCAAG 723
CACAAACGSA AAGGCTCCSA CGGGCTGGAG ATATTCCAGC SCTSTTATTC CTGGGGAAGST 78¢<
CTSGCTTSCA GGATACAGAA AGATCACCAT CAAGCCAGCA ATTITTCTAG STTCCACACC 33¢
TSCCAGAGAS ACTAAACCSA CAGTCTAAAT ATGATGGACT CTTTTTATCT AARTATATGCT 9c?
ACSAAAATCS TTTATGATTT GTCAGCTCAA TCTZCAAGGAT GTAGGAATTT TCAGTGTGTA §5°2
ATTAAGCATT CIS3ACAATAC TTTCCAAAAG CTTTSGAGTG TAAGSAZTIT STTTCTTGAT 102¢C
33AACTCZZC TGTSATTGCA GTAAATTACT GTCTTGTAAA TCITCAGTGT GGCACTTACC 10862
TSTARATGCA GCRAAACTTT TAATTATTTT TGGTACATTG IOTTGTTTCT 1148
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CTTGIATGTA AATTTTTTTT GTACACGGTT GATTGTCTTG ACTCATAAAT ATTCTATATT
SGAGTAGAAA AAAAAAAAAA AAAAAA

.2 ANGABEN ZU

SEQ ID NO: 4:

.ti 3EQUENZKENNZEICHEN:

{xi)
ATACGACTCA
SGTATTSCCA
AGCSTTGCCA
TTTCAGTTAC
SAGATCGAAA
CACACACTAA
ACTGCATTGA
TCCATCAGSG
TCCAGCIGETTG
CCTCCAAAGC
ATTGCAGACT
AT3CAGAAGA
AAAAAARAAG

‘-
L

ANTISENSE:

Al LANGE:
{3) ART:
(<)
(>

ART CZ3 MOLEKULS:

SEQUZNZBESCHREIBUNG:

CTATAGGGAA
CAGTZICCCAC
CCGAGATGGT
%GAAAGCAIC
CCACGGTCAT
GATGTCACAT
AGSSTTTTGC
SGAASTCTCT
CGACTGTGCG
CAGACTCCAT
STGAAGTTGT
ATGGCTAAAA

ATGIGGCCGC

! ANGABEN ZU SEQ ID

linear

Senom-

NEIN

NEIN

SEQ
TTTGGICCTC
CAAGGATCAT
ATGTGCTGSC
TTAACCCCTC
TACTCAAACC
ATAAAAGSSC
TGTGCTCGTC
ACCAAACAAC
AAGGGCCTGT
GTGTGTCAGA
GTATTTAATG
TAAGAAACST
AAGCTTATTC
NO: S:

(i} SEQUZNZKENNZEICTHEN:

(i

s

(1ii;

{iv;

(B)
(C}

(4

linear

HYPCTHETISCH: NEIN

ISENSE: NEIN

768 Basenpaare
Nucleotid
STRANGFORM: Einzelstrang
TOPOLLCGIE: '

DNA

ID NC: 4:
GAGGCCAAGA
C3GCCTGCAT
CCAGTACCCG
ACATCCCSS
ATGACTTGGG
ATGAAGGAGA
ATTTCTGGAC
GCAAGAAGGS
CTTGCAAAGT
AAATTTGATC
CATTATAGCA
GATAAGAATA

CCTTTAGTGA

(A} LANGE: 828 Basenpaare
ART: Nuclectid
STRANGFORM: Einzelstrang
TOPOLOGIZ:

; ART DS MOLEKULS: Gencm-DNA

ATTCIGGTACG
GGTSTCTCGG
CTGCAATAAT
TCTGGATGGT
ATGGCAGAAT
CZCCTGCCTA
CAAAATCTGC
TTCTCATSSS
ATGGAAAGCGAT
ACCATTSAGS
TGGTGGAAAA
TAGATGATCA

GGGTTAAT

ERSATZBLATT (REGEL 26)

AGGGTTGGGA
AGAAAAAAGA
GGCATCTGTA
ACTCGGCACA
CTAGGAAGAC
CGATCATZAG
AAACCAGTGC
CTGGAAATTT
GCCACCTACT
AACATCATCA
TAAGGTTCAG

CAAAAPAMAA

12020

122¢

4237
X3¢

540

~ o []%
N O
o o O

~
1Y
o
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(x%) SEQUENZ3ESCHREIBUNG: SEQ ID NO. S:

TGGITCI3CA
SAAAGGGTCC
CATTTCSTAA
ATAAGGACTG
CACTCTITCC
ACTGATGAST
STCGIITSC

TAC%GCAAAA
GAAACCATZA
ACCACTTTGT
TCATCAGACT

o~

CTIGTCITGA

CGTTAAAAAT
TATSTGSAGA
CCCTGCATTT
TGATCAGCGC
CC3AACCCTT
ACTGCGCTAG
SGAAGCGTCE
ATIGAATATG

TGAAAGSTT

TTCRAAAAT
GT3CCTCAGG

AAGAAGSTCA

CGGCACSAG
CGAGGGAGTA
GGGAGCAGTG
CTGGGTCCAA
CCCACAGCCG
TCCCACCCCG
AAAACSGCTSC
TGTGTCTTCT
TGGTAATGAT
GTATCACACZC
ATTGTGTTGT

AGTGTGTACS

GAAATATTCC

CATCAAGTCA

AGCGTTGTTA

GTAATTCTTC

(2) ANGABEN 2T SEQ 2D

(1i®

(1iz:

(xi:

{R)
(3)
(&)

(D}

LANGE :

HYPOTHETISCH:

GCGGTGSIGG

CTGCGGECSC

CCSITCTAGA

AGAGCGGAGA

GCGGCGGTCC
GGCCCGELTS
GGAACTGATS
AGAAGCTSCT
ACARATGAGAC

ATTCACAAGT

CCATGGCCCC
TCASCTACCC

GASGACACGC

CAACACAGAC

™

CTGTGGAGAA
TAGGCTTCAC
NO: 6:

SEQUENZKENNZEICHEN:
432 Basenpaare
ART: Nucleotid
STRANGFORM: Einzelstrang
TOPOLOGIE: linear

NEIN

ATAGTGGATC
TGCAGCGGCT
CGCGCCCGCT
GCAGGAGGAG
AGCACAAATT
TCATCAGAAG

ACGAAGGTTG

GGTCTGGCAC
CAACGTGCTG
GGCACTAACC
GAGGGCGGGT
TACCTCGTGCG
CGGAGGGGAC
ATGCGTCACG
GATCAAAATC
CATAGCACC

AAAGGACAAC
GCTAGACACT
AAGCATAGGA
GGTCTGTCTT
ACTTGTCAGA

ART S MOLEKULS: Genom-DNA

SEQUZNZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6:

CCCCGGGCTG
TGGGCTACTC
CCGACGGCGA
GCCACCCTCA
GCGCAGCGCG
TGAACCTGGC
GAAATAATAA

TCAGAGGATG
AATGTGTGCG
GGTTTTGGAS
ACTTGGACCT
CAGAGTACGA
CGCCGGLLCGT
CTATGTSCTS
ATTTCIGAGG
TGGATSGGTA
AAGGTTITGCT
TCTGSTCCAA
GAAAAGGCTC
GCCGGATACA

GACACTAA

CAGGAATTIG

PCT/DE98/03155

TGCTSTGCCT
CCTCSGITCC
ATGAGATGTT
GTGGAAGAGA
AAACTTACCT
CCATZCATST

ERSATZBLATT (REGEL 26)

TTCTGACCTT sc
GTTCAGGSAG 120
AGGTGGACAC 133
CTGGGTGSCT 242
SGAGTGCGGC 3):
GCAAATCTST 38:
CZCIGGSAAT &2
AGAARTTGAG a8
TTCCAGAAGA 54
TTGTCTCCSG s0¢
SATCTGTAAA 65
TCATGGACTA 220
SRAAGATCAC 785
328
SCACGAGCGG 50
3CTSCTGGCG 120
AGTCAAGCCC 130
ZCGCGGGTGA 240
TGGAGGCAGA 390
SCCAGCTATC 350
SCACCGAGAA 420
412
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'2) ANGABEN 2U SIQ Ip NO: 7:

() SECUENZKENNZEICHENZ
1383 Basenpaare

(A)
81
Rey]

(D}

LANGE :
ART:

Nucleotid
STRANGFORM: Einzelstrang
TCPOLOGIE:

linear

(1) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

isiy!

L)

Ixit
ZGGCGAGCGS
CGCGGCEGEG
SGAGCGSCGS
" TGATGGAGGA
AAGGGGCAAA
AGTCCAACAC
AGGTTACAGA
AGGGTGGAGA
AGTATTGCCA
ACTGCTCACG
AAGCCACTTS
GAACGTGCTG
AAGGTGAACC

AACCTGATGG

. GCAGCCACAG

AAGAAGATCC
TTTCTGATTA
AGGACCAAGC
AAATATGAAG
TACATACACC
CCGTTTTCGT
CCAAACTTTC

TCTTTTSTAC

ANT

ISENSE:

SEQUENZBESCHREIBUNG:

CAGIGGIGST
ATGGCTGCTG
GCGSTGEGLEA
CACGCAGCAC
AAAACTGTCA
AGAAACCAGA
TAACAGAACT
AAACAAAAGA
GTTCTCCACC

AGATGTTGAA

AAGAGGAGAA
TGCTTTTICAG
TTGCCATGAT
AGTACTAGAG
TACTACATCT
CTTGAACATG
CGAAGAAAGC
AGGTGTGAAG
TTTAAACACC
CTTAACAGAT
GCACCAAACC
CATCAAAGAC
AGTAGAAATA

HYPCTHETISCH: NEIN

NEIN

TGAGGAGCSC
CTGTTGGCIS
GCGGCCAGCC
AAGCTGCGCA
GAAGTAAACT
ATTGGTAATA
GGATCAACAA
AATCATGAGT
TTTGAATACA
TGCTGCSGAG
AATGGTACCA
AAAGAACTGT
CCTTCAAACA
CGCTGCCCAT
GTGTGTGAAC
GATGAGATGC
AGCGTCATTC
TCTGAGCATG
AGTTTAGTTA

ACTGCTGGAT

TGCATGTTCA
AAATGAGAAA
AACGTATCAG

SZQ ID NGC: 7:

SGGGGATGCG
TGCTSGCGGC
TGGGTGAGAT
ACGCCGTGCA
TTGAAAACTT
AAACTGTTCA
TTTTTTCCGA
GTATCATTGA
AGTGTCAGCC
ACCAGCTTTG
TTTGTGAGAA
TGTTTICTGT
GACTTITCAA
GTGCAAGTGG
TGTCCTCCRA
CATTTATCAG
AGGAAGTSCS
ACTCGGCTCA
GTTCTAGAAA
AGAAGTGCAA
AATTCATCTT
GSIATCACTG

TATICGTACT

PCT/DE98/03155
GCGGGGAGAG GGACCSGLEC 6C
TCTGTGITGC GTCGCEGCTG 12¢
GCTGCGGGAG GTGGASGCGC 18¢C
GGAGATGGAA GCTGAAGAAG 240
ACCTCCCACZ TACCATAATG 306
GACTCATCAA GRAATTGATA 360
GACARATTATT ACATCTATAA 320
TGAAGACTGT GAAACAGGAA 48¢C
CTGTAAAACT CAGCATACAS 534G
TGTTTGGGGT GAGTGCAGGA 60C
CCAATATGAC TGCAACCCAG 560
GTGCACTCCZ TTACCCGAAG 720
CCTGATCACT TGGGAACTGG 73¢C
CTTGATCTGC CAACCTTAGA §ac
TGAAACTAGG AAAAACGAAA $20
TTTAATACTS AGAGATATTC S50
TAAAGAATTA SAAAGCCITGG 1020
TGACCTATTT CTGGGAGATG ~03¢
TTGTTSICTA STGTCTIGCT ~1l4¢C
TAAACATCTT CATTGAGCAT 1200
GAATTCACTC AATCTTTGGA 1269
TTTCCTTTSG ATTAATCCTT 1322
CATTAAAAAA ACACACGGAG 136C

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Katogone® | BeZeICNNUNG A8 Veroflentichung, sower erforderich urter AngaDe Ger in Jetracht kommenden Tele Betr. Anspruch Nr.
A GLINKA A ET AL: “Head induction by 1-10
simultaneous repression of Bmp and Wnt
signalling in Xenopus."
NATURE, OCT 2 1997, 389 (6650) PS517-9,
XP002096087
ENGLAND
siehe das ganze Oakument
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siehe das ganze Dokument
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' iMi...alonales Aktenzechen
INTERNAT[ONM"ER RECHERCHENBERICHT
I ( PCT/DE 98/ 03155

: o
Feid! Bemerkungen zu den A“Sl;fucms rucht rechercniernar erwiesen haten (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1)
: t

b

Geman art.kel 17(2)a) wurde aus folgendan Gningen fUr bestimmte Anspriche kein Recnercnendarcht arstelit:

1 Anspruche Nr.

e 5.0 sich aut Gegenstande beziehen. zu deren Racnercna die Behorde nicht verpficntet ist. namiich

Bemerkung: Obwohl die Anspriche 9,10, insoweit bezohen auf ein in Vivo Ver-
fahren sich auf ein VYerfahren zur Behandlung des menschlichen/tierischen
Kdrpers beziehen, wurde die Recherche durchgefiihrt und grindete sich

auf die angefiinrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung.

2. D Ansprache Nr.

werl sie sich auf Teile der intarnatonalen Anmeidung beziehen, die den vorgeschnebenen Anforderungen so wemg entsprechen.
aafl eine sinnvaile intemationaie Recherche nicht curchgefihrt warden kann. namiich

3. D Ansprache Nr. )
wetl @3 sich dabei um abhangige Anspniche hanaelt. die mcht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 8.4 a) abgefait sind.

Feld ] 8emerkungen bei mangeinder Einhestlicnkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Die internatonate Rechergﬂenbenérde hat testgastet. daf} diese nternationale Anmeidung mehrere Erfindungen enthalt:

-

Da der Anmeider alle ertordertichen zusdtztichen Recherchengebitven rachtzetg entnchtet hat, ersreckt sicn diesar
"internationale Recherchenbencht aut Alle recherchierbaren Anspriche.

~

[] atar atie recherchiemaren Anspricne die Rechercre ohine einen Arbeitsautwand durchgsfunrt werden konrte. der eine
2usatziiche Recherchengebihr gerechtfertigt hitts, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer soichen Gebilr autgefordert

3. D Oa der Anmeider nur sinige der erforderichen zusatziichen Recherchengebihren rechizeity entichist hat. arstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht nur aut die Anspriche, fir die Gebuhsen entrichtat worden sind, namiich aut die
Anspriche Nr. : .

4. ' Der Anmeidar hat die arfordariichen zusdtziichen Recherchengabulven nicht rechitzemq entrichtet. Der interatonale Recher-
chenbencht bescrvanit sich aaher auf die in den Ansprichen zuerst erwihnte Erfindung; diess st in folgenden Ansprichen er-
fant:

Bemerikungen hinsichtiich sines Widerspruchs D Die zusaiichen Gebahren wurden vom Anmeider unter Widerspruch gezanit.

C] Die Zahung zusatziicher Recherchengebihven erfolgta ohne Widerspruch.
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